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(57) Cette invention concerne un dispositif de filtration pour 
s£lectionner et capaciter les spermatozotdes en vue d'une 
fecondation in vitro ou d'une insemination. Ce dispositif com- 
prend un receptacle 1 pour prelever le sperme qui pr6sente un 
fond perc£ de trous 2 et auquel vient s'adapter une ampoule 3 
de milieu de culture conditionn6e stirirement par rinterm£- 
diaire d'un svsteme de fixation 4. Le svsteme de filtration 
comporte plusieurs filtres ou membranes filtrantes £ qui peu- 
vent se repartir en unites de filtration 5 8. Le r£suttat de cette 
filtration est recueilli dans des conteneurs 7 9. Une ou plu- 
sieurs ampoules de milieu de culture 10 serviront a laver les 
spermatozoides par passage a travers le dernier filtre qui a 
pour rfile de retenir les spermatozoldes et qui pr6sente une 
chambre 12 dans taquelle du B2 pourra Sue deposed un 
bouchon 1 1 venant obturer ('orifice interieur du filtre. C'est une 
fraction de ces spermatozoides ainsi prepares qui seront utili- 
ses pour la fecondation ou (Insemination. 
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Le terme de C.I.V.E.T.E. correspond aux abreviations de Culture 
Intra Vaginale Et Transfert Embrvonnai re . 

Depuis la mise au point de cette technique en novembre 1985 
(Brevet FR 85/16 558'; PCT-FR 84/00378) et de ses derivees, qui 

5 correspondent a une tres importante s imp 1 i 4 i cat i on de la technique 
de fecondation in vitro classique, nous n'avons cesse de 
rechercher une preparation plus facile des sperma toio! des . 
La preparation classique est le plus souvent r*alis*e par 
. "swimming up*. Cette technique, comme la majority de celles 

10 utilisees actuellement. correspond a debarrasser les 
spermatozoT des du liquide seminal dans lequel ils se situent et 
qui interdit toute capac i tat i on . Ainsi le sperme recueilli aprfcs 
ejaculation est dilue dans une solution de Earle, ou autre 
solution saline a une concentration variant de 20 a 30X . Apres 

*5 dilution et homogene i sat i on , les tubes contenant le sperme dilue 
sont centrifuges a 2400-2500 tours / minute pendant 10 .a 15 
minutes, soit 600 a 700 o. Apres ce delai, le surnaoeant est 
extrait et les culots de spermatozoa des sont recroupes et 
resol ubi 1 i ses dans 5 cc de Earle environ, une 2eme cen t i 4 ugat i on 

20 est alcrs pratique*, dans les mimes conditions; le surnaoeant est 
a nouveau enleve et l'"on verse au dessus du culot ainsi obtenu 1 
cm3 environ de 82 de henezo. milieu utilise pour la fecondation. 
Le tube est laisse 4 temperature ambiante ou place dans l'etuve a 
37' a* in Que la migration des spermatozo I des les plus mobiles 

25 s'etfectue dans le surnageant de 82. Une temperature a 37' 
acceiere le phenomene de capacitation et la migration de 
spermatozo! des. Dans la majorite des spermes prepares, une 
concentration sa t i %4 ai sante de 5 a 50 M. de sperma tozoi des 
presentant une mobilite progressive superieure a SOX est observee. 
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Cependant cette technique demeure lonoue et necessite une 
cen tr i f uaeuse . Lors des presentations de la C.I.V., un repsroche 
nous a souvent et* -fait de , certes simplifier la technique de 
fecondat ion , mais de toujours avoir a faire cette preparation du 
5 sperme. 

Dans le desir de simplifier au maximum toute l'etape biologique de 
la F.I.V. (Feconcation in vitro) et de supprimer tout le materiel 
Iwurd, nous avons mis au point une nouvelle technique de 
. preparation des spermatozoi des a 1'aide de fMtres. Ce mode de 
10 presaration peut aussi etre utilise dans tous les ces*es 
ther aseu t i cue s necessitant des soermatozo t des laves et capacites, 
ce tagon sterile, telle 1' insemination intra- uterine, 
i ntra-tubai re , i n tra-vaoi nal e , i ntr a-per i tone al e ou autre. 

La selection naturelle des meilleurs spermatozoi des s'effectue, 
15 cher la femme. -par 1 ' i ntermedi at re de la glaire dont les etuoes en 
mi croscop'i'e eiectronique ont reveie qu*'elle etait constitute de 
Grosses mailles comme eel les d'un filet de peche. Les mailles 
s'ei argi ssant en periode cvulatoire at i n de laisser passer les 
spermatozoi des. En nous basant sur ces observations, nous nous 
20 sommes di t qu'il serai t peut-etre possible de reproduire ce 
systeme de filet en remplacant les mailles par les pores de 
filtres permettant ainsi de seiectionner les sperma tozcT des . Un 
svsteme de billes de verre, ou d'une colonne de fibres de verre a 
deja ete utilise mais M s'avere etre peu efficace, complexe et 
2$ coOteux. II peut meme nuire, dans le cas des fibres de verre, a 
l'mteorite de la structure des soermatozoi des . 

Nctre methods, elle, repose sur un systeme ae filtration 
comprenant plusieurs filtres dont la dimension des pores est 
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variable, permetUnt ainsi de retenir les dift'erents Elements 
strangers au sperma tozoi des . 

Nous allons vous decrire le dispositit* que nous envisageons 
<Fig,I). Le receptacle (1), pour le recueil du sperme, qui a la 
5 forme de celui c 1 ass i quemen t utilise", presente la particularity 
d'avoir un fond perce de trous (2? dent le diametre se situe entre 
500 um et 1 mm ou plus, i 1 s'agit d'une sorte de pre-filtre. Ainsi 
apres 1 't jacul at i on , et durant ta liquefaction, une premiere 
filtration s'ef f ec tuera au fond du receptacle. Les elements 
10 tacioca, de tar 1 1 e variaole (1 mm et plus), que 1 'on rencontre 
asser frequemment dans le sperme et qui correspondent a des 
concretions proteiques seront retenus au niveau de ce tamis. Ces 
concretions qui cfinent la preparation classique du sperme se 
retrouvent dans le culot apres cen tr i f ugat i ons et interferent sur 
15 la migration des spermatozoides dans le surnageant. 

Cette filtration s'effectue de tacon passive des la liquefaction 
du soerme. L'ejaculat va se deverser (a travers le tond perce de 
trous, 2) directement dans une ampoule, cartouche ou flacon <3> a 
mottie remplie de solution de Earle, ou tout autre milieu de 
20 culture dans lequel M se diluera, plusieurs milieux de culture 
ont e te testes sans variations notables du pourcentage de 
soermatozoi des caoacites (Earle, Thyrode, Ham's F.10, B2 ect..,). 
Cette ampoule ou flacon <3> peut etre presentee fermee et 
conditionnee de facon sterile, afin de conserver intact les 
■ 5 qualites du milieu, d'un volume de plus de 20 ml, avec 10 ml de 
milieu de culture, les 10 ml restan t- seront en partie combUs des 
1 'ejacul at i on par le volume du sperme. Apres ouverture de 
1'amooule, et avant le preievement, un systeme de pas de vis ou 
d'embout conique (4) permet de 1 'adaptation du fond du receptacle 
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* 1 'ampoule. Cette ampoule devra presenter une base assez large 
afin de pouvoir servir de support au receptacle. 

Dans le cas d'un' sperme tres visqueux, filant, un ringage par ur. 
supplement de Earle pourra etre necessaire. Le diluat de sperme va 

5 etre seconda i r emen t filtre par un svsteme qui cc<nporte une ou 
plusieurs unites de filtration fixees imperat i vemen t ou en 
fonction des bescins. La premiere unite (5) peut etre constitute 
de plusieurs filtres, plaques filtrantes ou membranes (6) dont le 
. diametre des pores, variables d'un filtre a 1'autre pourra aller 

10 de facon decroissante de 200 a 30 urn, afin d'arreter la plus 
grand* fraction des cellules et debris proteiques. Ur.e large 
surt'ace de filtration est necessaire ainsi, si plusieurs pores 
sont obstrues par des debris cellulaires, ceci n'irvterdit pas la 
filtration du reste du liquide. L a structure de ces filtres (6) 

15 doit etre s^t i sammen t resistante pour qu'un lavage puisse 
s'effectuer en sens inverse par 1'injection d'un liauide sous 
pression a 1 'autre extremite du filtre, af i n de le deboucher. Des 
cellules de plus en plus petites sont retenues au cours de leurs 
passages a travers les plaques de f i 1 tr at i on . Le nec.bre des 

20 filtres et le diametre des pore* restent a determiner. Ce type de 
t'iltre n'a pu etre teste puisou'M n'er» existe aucun qui oresente 
des cores de diametre superieur a 7 urn. en emballage ir.dividuel 
sterile. Ces filtres a Urges pores, lorsau'Ms existent, 
presentent des chelateurs pour retenir certatnes poussieres ou 
25 substances, ou correspondent a des cartouches dont les volumes de 
filtration sont tres nettement superieurs a ceux cue nous 
envisageons. Cette filtration s'effectue de facon passive. 
L'amooule (3) est detachee du receptacle puis ftxee par 
1' intermediate du pas de vis ou de 1'emtout conicue <4> a I'unite 
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de filtration. L'autre •xtr*«it< de I'uniU presentant un 
conteneur (?) w j d e la aussi viss# ou fix* a I'uniU dans lequel 
viendra se de^erser l e produit de la filtration. II suffit de 
retourner l'unit* de filtration, l'ampoule <3> est en haut. le 
5 conteneur <7> en bas pour que la filtration s'effectue, la base du 
conter.eur (?) devant «tre asse: large ou pouvant se glisser dans 
un support afin d'assurer une stability a l 'ensemble. Le conteneur 
i?) ainsi rempli est detach* de la premiere unite" (5) et uiss* ou 
. fixe sur la deuxieme unite de filtration (8) dont les pores sont 
10 = lus oetits. Le diametre eou.ant aller de 20 urn a moins de 1 um . 
Un autre conteneur (?) r,xt a 1 'autre extremi t* viendra recueillir 
la encore le produit de filtration qui, cette fois-ci, 
contiendra pas les spermatczof des. Ceux-ci auront «t* retenus 
niveau du dernier filtre dont les pores inferieurs a la dimension 
15 d-un spermatozolde en iMerdisent le passage. Cette unite de 
filtration (8) devra poss*der des elements de f i 1 tr at i on ' asse: 
res.stants, le passage du liqu.de se faisant dans les deux sens. 
Un rincage des spermatogones s'effectue en remplacant le 
conteneur (?) poss*dant le r^sidu de filtration par une deuxieme 
20 ^.ccule ou flacon (10) remplie de Earle.' En retournant l'unit*.de 
filtration, le contenu de 1'ampoule (10) se d#versera, entrainant 
les soermatoioides dans le conteneur (7). Apres agitat.on, afin 
d"homogen<iser et laver les s^ermatozo? des l'unit* filtrante est 
a nouveau retournee. Le conteneur (?) se vide alors et le milieu 
25 c> culture correspondant a ce rincage se retrouve dans la 
cartouche (10). Les spermatcroides *tant a nouveau retenus en 
regard du dernier filtre. 1 1 suffit alors de placer un bouchon 
<11> a la place de la cartouche (?) et d'ouvrir 1'un.t* filtrante 
au-dessus du dernier filtre sur lequel repose les soermatoroides ' 
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et de uerser un peu de E-2 de-Menezo dans la chambre suptrieure 
(12? pour obtenir un diluat de soermatozoi des lav4s, prftts a la 
fecer.dat i on . Les sperma tczoides les plus mobiles pourront £tre 
prtlevts soit immtdi atemen t , soit apres mi grat i on . d' 1/2 heure a 

5 3?', dans la partie supSrieure de la chambre (12), * 1'aide d'une 
pipette ou d'une aiguille. La chambre pourra elle-meme presenter 
un capuchon de fermeture pour en prottger I'inttrieur durant la 
migration des spermatozo I des . 
, Ceci impose que cette 2£me unite" de filtration soit constitute de 

10 2 parties Qui peuvent se sparer au dessus de la dernifcre membrane 
de filtration afin d'acctder a la chambre (12). Cette 2*me unite, 
comme la lere, crtsentera un nombre variable de membranes 
filtrantes (6) et des diamStres decroissants des pores d'une 
membrane 4 l'autre, qui- restent a fixer en fonction de nos 

15 observations. Toutes les comb i na i sons, peuvent $tre possible; on 
peut d'ailleurs envisage.- que la Ifcre unitt <5) comDorte des 
filtres dont !e vernier presente des pores de 15 u, laissant 
passer les sDermatozeT des, tout en filtrant la majorite des 
particules et cue la deuxieme unite soit uniquement constitute 

20 t d'un filtre retenant les spermatozo? des et permettant leur lavage 
et leur migration dans une chambre (12). Les pores des different* 
-filtres devraient presenter des bords les plus lisses et les plus 
rtguliers possible afin de ne pas nuire * la. structure du 
spermatozo? de (perforation des trous * l'aide d'un rayon laser par 

25 exemple). La ou les matieres qui composent le receptacle, les 
amooules, les conteneurs et les unites de filtration doivent etre 
non toxiaues et de preference trar.sparents , afin de pouvoir suivre 
les differences etares. 
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L'int<r*t de ce systeme de filtre est de laver les 
spermatczoide-. d'cbtenir leur capacitation avec un minimum de 
manipulat.ons et dans des conditions d'aseptie strictt. La 
filtration s'effectuant. de facon .passive, sans transfert du 
5 sperme, a l'aide de pipette, d'un tube a 1'autre, ce qui dim.nue 
de facon considerable les risques eventuels de contamination 
septicue. Une filtration active peut etre rtalisee en remplacant 
les differentes cartouches de Earle et les conteneurs par des 
. corps de seringues dont le piston p.rmettra de pousser le diluat 
10 de sperme a travers le filtre. 

Nous avons experiment* cette technique de preparation sur 30 
spermes de patients avec uniquement des filtres dont les pores 
etaient respec t i vement de 7 u et 0,22 u. Nous n'avons pas observe", 
par rapport a la technique classique (lavages, centr i f ugat i ons et 
15 migration), de differences de mobility des spermatozoides ainsi 
capacity. Cependant les spermes cui sont rentrts dans cette *tuae 
ne pre-sentaient que peu ou pas de cellules ni d'elements tapioca, 
en raison mime de 1 'absence de filtre sttrile a oros pores. 
Un autre mode de filtration que nous avons citt dans le brevet sur 
20 la fecondatior, en paillette, concerne des petites unittsde 
filtration soit isolees, soit inttgrtes a I 'ex tre'mi tt de la 
paillette, et qui permettraient, a partir de sperme frais, de 
selectionner, comme la glaire le realise, les spermatozoldes les 
plus mobiles a partir d'une petite fraction d'tjaculat frais plac* 
25 dans un petit conteneur. Cette petite unite" de filtration pourrait . 
*tre constitute de mi cro-f i 1 tres, ou d'une substance filtrante 
tres viscueuse, ou mtme de ('association des deux. Les 
micro-filtres peuvent etre constitute par I 'enroul ement d'une 
teuitle constitute de fibres syntheticues ou ncn, tissees. Ce 
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tissage laisse des espacee entre t e s fibres corr espondan t aux 
maitles du filet de la claire. Ces mi cro-f i l tres peuvent etre 
baignes d'une substance visqueuse <collagfcne par exemple) 
ren-forgant 1e pouvoir filtrant. A l'une des extremites on peut 

5 adjoindre un petit conteneur pour une oeti.te -fraction de sperme 
r'rais, l'autre extremite est en contact avec du milieu de culture 
ou avec la chanbre de culture des ovocytes dans le cas de la 
tecondation en paillettes par exemple. Ce mode de preparation du 
. sperme par filtration peut aussf etre envisage chez 1'animal. Les 

10 receptacles, la taille des ampoules et des conteneurs variant en 
tone t i on de l'esp£ce. 

Ces ditferents elements devront etre presentes en emballage 
sterile. Un kit pour t'4condation in vitro peut ainsi etre 
envisage pour 1'etape biologique regroupant les conteneurs de 
15 fecondation et le systeme de preparation du sperme que nous venons 
de decrire* 
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REV EN 0 1 CAT I ON S 

l> Dispositif permettant la preparation et la selection des 
spermatozoides humains et animaux ainsi que leur capacitation par 
filtration en vue d'une fecondation in vitro, ou plus $4 neral ement 
d'une insemination, se composant d'un receptacle (1) pour prelever 
5 ie sperme, d'ampoules ou flacons (3) <10), de milieux de cultures 
pour la dilution et le lavaoe des spermatozoi des et d'un systeme 
de filtres (5? <8> pour isoler les spermatozoi des du reste de 
. 1'ejaculat, caracterise* en ce que le materiau qui constitue les 
elements est non toxique pour les spermatozoi des et transparent 
10 afin de pouvoir suivre. le deroulement de la technique, ou 
constitue de micro-* M tres associes ou non a une substance 
visaueuse renforgant le pouvoir filtrant lorsqu'M s'agit de 
petites unites de filtration que l<on peut raccorder au dispositif 
de fecondation des ovocytes. notamment dans le cas d'une 
15 fecondation en paillette ou qui s'y trouve deja inteore. 

2> Dispositif selon la re vend i cat i on 1 caracterise en ce que le 
receptacle (1) pour le pre 1 ev.emen t du sperme, de forme classioue, 
presente un fond perce de trous <2>, jouant le role de prefiltre, 
afin d'arreter les eventuelles concretions proteiques et un 

20 

systeme de pas de vis ou d'embout conique (4) par exemple. qui 
cermet 1'adaptation d'une ampoule ou cartouche (3) conditionnee 
sterilement, contenant le milieu de culture afin de diluer le 
sperme des sa liquefaction. 

3) Dispositif selon la revendi cat i on 1 caracterise en ce cue le 
25 systeme de ^ation comporte plusieurs filtres associes en une 
ou plusieurs unites de filtraUon (5) (8), la premiere (5) 
constituee de membranes filtrantes ou de filtres (6) a Urges 
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surtaces, avec des pores dont le diametre est d^croissai. Un 
tiltre ou d'une membrane & I 'autre et qui permet de r~ . . 

Elements les plus volumineux; la deuxieme unite <&) 
d'un nombre variable de filtres aura pour rc-le de t ;.. 
5 fitments plus petits et d'isoler les spermatozoides du ci 

4) Dispositif selon les revendi cat i ons 1 et -3 car ac te*r i sc-. 

oue le dernier -filtre du svsteme pr$sente des pores de tres ^aible 
diaiT>$tre, int^rieur A celui des spermatozoides at*in de les arreter 
et est surmont^ d'une chambre <12> qui permet leur migration cans 
10 du B2. retenu dans le tiltre par un bouchon (11), la chambre 
devant *tre accessible pour le pr$ 1 fcvemen t des spermatozoides 
ainsi s$lect;onn*s soit en sSparant le filtre de 1'unite de 
-filtration, soit en passant par 1 'ex trtmi t$ suptrieure ou se fixe 
le conteneur (7) si 1'unite n'est constitute que de ce tiltre. 

5) Dispositif selon les revendi cat i ons 1 et 3 caracttrise" par des 
conteneurs (7) (?) qui peuvent se -fixer aux extr*mit4s des unites 
filtrantes et recevoir les* diluats, et par une ou . plusieurs 
ampoules ou flacons de milieu de culture <10) supp Umen ta i r es 4 

celle du depart <3) qui permet de parfaire le lavage des 

20 . . 

spermatozoi des. 

6) Dispositif selon les revendi cat i ons 1 et 3 caracte>is$ en ce 
que les filtres utilises presentent des pores dont les bords 
doivent *tre les plus lisses et rtguliers possibles, afin d'tviter 
toute atteinte de la structure du spermatozoi de lors de .sor* 

25 passage et $tre constitue", surtout pour le 6err\\er filtre, d'une 
membrane filtrante suf f i sammen t rtsistante pour permettre un* 
filtration dans les deux sens. 
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7) Oispositi-f selon 1'ensemble des revendi cat i ons 1 k 6 
caract£ris4 en ce qu' il est present* en emballage sterile. 

8) Utilisation du dispositi* selon les revendi cat i ons prises dans 
leur ensemble pour la preparation, la selection et la capacitation 
st^riles des spermatozoi des humains ou animaux par filtration, en 
»*'je d'une f^condation in vitro ou de 1 ' insemination de ceux-ci 
dans une cav i ti- naturel 1 e . 
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